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RCC: renal cell carcinoma  
ccRCC: clear cell renal cell carcinoma 
TKI: tyrosine kinase inhibitor  
VEGF: vascular endothelial growth factor 
PDGF: platelet-derived growth factor 
G-Met: global metabolomics  
TCA: tricarboxylic acid cycle 
MS: mass spectrometry 
NMR：nuclear magnetic resonance 
UHPLC-QTOF/MS：ultra-high performance liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass 
spectrometry 
LC-FTMS：liquid chromatography Fourier transform mass spectrometry 
PCA: principal component analysis 
OPLS-DA: orthogonal projections to latent structures-discriminant analysis 
CA-IX: carbonic anhydrase 9 
IL-6: interleukin-6 
TIMP-1: tissue inhibitor of metalloproteinase-1 






NF: nuclear factor 
PTEN: phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10 
VHL: von Hippel-Lindau 
TSC: tuberous sclerosis 
FA: formic acid 
SQC: study quality control 
dQC: dilution quality control 
HMDB: human metabolome database 
CT: computed tomography 
T: tumor tissue 
NT: non-tumor tissue 
cT: clinical T stage 
pT: pathological T stage 
cM: clinical M stage 
IS: internal standard substance 
HGF: hepatocyte growth factor 
AUC: area under the curve 
ROC: receiver operating characteristic 



















を目的に耐性腎癌細胞を in vivo を介して樹立した。本研究ではチロシンキナーゼ阻害薬と









glycolysis (解糖系)、tryptophan 経路、glutathione 経路であった。癌診断に関しては
glycerophospholipid、glycoglycerolipid、carnitine 経路、tocopherol 経路が関連し、悪性
度に関しては TCA cycle の代謝物、inositol 経路、nucleotide sugar 経路が重要であった。
更に同定した代謝物をヒト尿検体から測定する事により診断と悪性度に関する精度の高い
予測モデルが構築でき、新たなバイオマーカーとしての臨床応用の可能性を示した。
Sunitinib 耐性腎癌細胞では glutamine の取り込み亢進、解糖系が亢進しており、抗酸化作用



















腎細胞癌は成人の全がんの約 3%を占め、本邦では 9 番目に多い癌であり、毎年増加して







のが挙げられ、血清 VEGF、CA-IX、TIMP-1、Ras p21、IL-6 が転移性腎癌で報告されてい
る 4)-6)。また、Liquid biopsy として circulating tumor DNA の報告がある 7)。また腎細胞癌の癌
抑制遺伝子異常としては PTEN、TSC1/2、von Hippel Lindau（VHL）なども知られている 8)-10)。
しかし、現時点で実臨床に応用されているものはなく、これらが治療効果とともに動的に変
化しかつ経時的に繰り返し測定できるバイオマーカーとなるかは不明である 5), 6)。 
転移のない状態で手術が施行された腎癌患者においては約 20%の症例に術後 3 年で転移
が認められる 2)。このような術後再発や根治切除不能な転移性腎癌に対しチロシンキナーゼ
阻害薬（TKI）や免疫療法が選択される。Sunitinib はマルチキナーゼ阻害薬であり、血管内
皮由来の VEGFR-1、2、3 や PDGFR-α、β、fetal liver tyrosine kinase receptor 3、stem cell factor  






2016 年 8 月からは免疫チェックポイント阻害剤が本邦で保険適応となり腎癌患者の予後改
善が期待されるが、併用療法やその後の逐次療法での使用を含めいまだ TKI の役割は大き
い 13)。転移性腎癌への TKI 奏効率は一定の期間でみられるが、初回治療後増悪例の逐次療
法における無増悪生存期間は平均 3.5-4.4 ヶ月と短く予後不良である 14), 15)。また TKI 耐性獲
得機構についてはチロシンキナーゼ受容体の下流にある Akt や MET のリン酸化の再活性や
薬剤排出にかかわる P-糖蛋白の発現、micro-RNA などの関連など複数の機序が報告されて
いるが、腎癌細胞における TKI 耐性を標的とした治療戦略は確立されていない 16)-18)。従っ
















































































東北大学病院において 2014 年 11 月から 2017 年 1 月の期間に腎癌と臨床診断された症例が
対象であり、東北大学大学院医学系研究科倫理委員会による承認を受け、研究参加者からは
書面によるインフォームドコンセントを得た（承認番号：2017-1-974）。そのうち淡明型腎
細胞癌（ccRCC）と病理診断され、腎癌組織（tumor tissue sample: T）と非癌部組織（non-tumor 
tissue sample: NT）が保管されてある 20 例の組織標本を解析した。 
 
（２）組織検体の収集方法と測定準備 









をカッターで切り出し、等容量 (w/v) 0.1%のギ酸/メタノールを加えた。その後、2 mm ステ
ンレスビーズを加えホモジナイズ処理を行い（3,000rpm, BEADS CRUSHER μT‐12, TAITEC, 
Saitama, Japan）、その後遠心を行った（4℃、15,000 x g、3 分）。その上清を採取し－80℃で

















T と NT の有意差検定（ANOVA）で p<0.05 かつ fold が 1.5 以上のものを抽出した。これ





に基づいて行われた。CT 画像データを Ziostation2®（ver 2.4 Ziosoft, Inc., Tokyo, Japan）を用





















2016 年 1 月から 2018 年 8 月の間に当院で腎癌の臨床診断にて根治的腎摘除術または腎部分
切除術を受け、淡明型腎細胞癌（ccRCC）と病理学的に診断された患者を研究に登録した
（ccRCC 群）。コントロール尿サンプルは良性泌尿器疾患として通院した 60 人の患者から
得た（Control 群）。その内訳は原発性アルドステロン症（N = 33）、尿路結石症（N = 11）、





後約 1 週間（範囲：6-8 日）の間に収集した。臨床および病理学的 TNM 病期分類は AJCC
病期分類システムの第 7 版に従った。推定腎糸球体濾過量（eGFR）は、日本腎臓学会によ
り発表された以下の式（Cre：クレアチニン）を用いて計算された。eGFR（ml /分/1.73m2）= 
194×Cre − 1.094×年齢−0.28（女性の場合 × 0.739）。 
 
（２）定量測定の対象となる代謝物の選択 





めの標準物質および定量測定用の同位体標識内部標準物質（internal standard substance: IS）
の詳細を実験プロトコール 2 に記載した。 
 
（３）精密定量測定系における質量分析器の設定 
LC-MS / MS 分析はすべて Nexera X2 UHPLC システム（Shimadzu, Kyoto, Japan）および
Open Solution QuantAnalytics ソフトウェア（Shimadzu, Kyoto, Japan）と組み合わせた
LCMS-8050 三連四重極質量分析計によって行った。各代謝物に対して高感度な測定を実現
するために対象分析物を 4 つのグループ（group1-4）に分け最適化された各方法で分析した。




Group 1 および 2 の試料調製は収集した尿試料を 4℃で 10 分間 3,000 rpm で遠心分離し、
そして試料を分析時まで- 80℃で保存した。 25 µL の尿サンプルと 25 µL の IS 混合液 1 およ
び 200 µL のアセトニトリルを混合した。 4℃、15,000 g で 5 分間遠心した後、上清 120 µL
を別の 1.5 ml PP チューブに移し 1 時間減圧下で蒸発させた。 その後 group1 は 20µL の water
で、group2 は 20µL の acetonitrile/water（75:25, v/v）で再溶解した。 
Group 3 の試料調製は、25μL の IS 混合液 3 および 1ml の acetonitrile を 200 µL のヒト尿に添





上清を新しいマイクロチューブに移し減圧下で 1 時間蒸発させた。 その後 50μL の水で再
溶解し、10μL を分析システムに注入した。 
Group4 の試料調製は、50 µL のヒト尿を 175µL の water で希釈した。そこに 50μL の IS 混合
液 4 および 225µL の acetonitrile を加えた。 試料を 5 秒間ボルテックスすることにより混合




尿中クレアチニン濃度は全ての尿試料について CRE‐CL（Serotec Co., Ltd., Sapporo、Japan）
キットを用いて測定した。吸光度は Infinite® 200 PRO micro plate reader で測定した。 測定さ
れた尿中代謝物濃度（µmol/ L）は尿中クレアチニン濃度（mmol / L）で除し補正した。 
 
C. Sunitinib 耐性腎癌細胞株の樹立と耐性獲得機構の解明 
 
腎癌組織の検討から同定された代謝物と sunitinib 耐性獲得機構との関連を評価するため、
まず in vitro において腎癌細胞株 786-O を用い sunitinib 耐性細胞を作成した。ヌードマウ
















3種類のヒト腎細胞癌細胞株786-O、ACHN、Caki-1はATCC（American Type Culture Collection, 
Manassas, VA）から購入した。786-O は Roswell Park Memorial Institute-1640 （RPMI1640: 
Gibco/Life technologies, Carlsbad）に 10% FBS（fetal bovine serum）を加えた培地を用いた。
ACHN、Caki-1 の細胞培養はグルコース濃度が 4.5g/L の Dulbecco's modified Eagle's medium 
（DMEM: Gibco/Life technologies, Carlsbad）に 10% FBSを加えた培地を用いた。細胞は 37℃、
水蒸気飽和、5%CO2存在下で培養し、1% 抗生物質－抗真菌剤混合溶液  （Nakarai tesque, 
Japan）を加えた。Sunitinib耐性株作製方法は786-Oを親株とし（786-P; parental 786-O）、
sunitinib（Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA）を最終濃度の 10µM まで徐々に増や
しながら培地に混合し 20 継代以上行った細胞株を sunitinib 耐性株（786-R; sunitinib-resistant 
786-O）とし以後の実験に用いた 23)-25)。 
 






Caki-1 及び耐性細胞株である 786-R 細胞を、5.0×103細胞/well の密度で 96 ウェルプレート
（Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）に播種した。24 時間インキュベートし
た後、培養培地を除去し、0.1% dimethyl sulfoxide（DMSO, Sigma, St. Louis）に溶解した異な
る濃度の sunitinib を含む新鮮な培地で 48 時間曝露した。細胞生存率は、Cell Counting kit-8
（Dojindo, Kumamoto, Japan）およびマイクロプレート分光光度計（Multiscan GO, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA）を用いて分析した。各細胞株に対する sunitinib の 50%細胞増
殖阻害濃度（IC50）を評価した。全ての実験を triplicate で行い、実験回数は 3 回繰り返した。 
 
（５）Cell Proliferation Assay 
786-P（親株）および 786-R（耐性株）の増殖を比較するため、各細胞株の 1×10 4細胞を 24
ウェルプレートに播種後、通常培地で 24 時間インキュベートした後、通常培地を除去し
DMSO に溶解した 5µM の sunitinib を含む新鮮な培地で培養。その後 Cell Counting kit-8 を添
加し、Infinite® 200 PRO micro plate reader（Tecan、Mannedorf、Switzerland）を用いた WST assay
によって生細胞を 450nm の波長で測定し 24 時間毎に細胞数を測定し平均を算出した。 全
ての実験は triplicate で行い、実験は 3 回繰り返した。 
 
（６） 動物実験 





した。飼育室搬入後 1 週間を環境適応期間として飼育した後に実験に使用した。786-P と
786-R をトリプシン処理後、それぞれ 2x106cell を D-PBS 100µl で溶解し Matrigel (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ) 100µl と混合後、マウスの右側腹部皮下に皮下注射して移植し
た。移植後のマウスは週に 2 回腫瘍径を計測した。腫瘍体積 (mm3) = (長径) x (短径)2 x 1/2
として算出した。Sunitinib の経口投与量は 25mg/kg/day とし 1 日 1 回ゾンデによる経口投与
を週 5 日間、4 週間継続して行った。Sunitinib 投与量の妥当性については xenograft マウ
スモデルにおける腫瘍縮小効果は至適投与量 20‐80mg/kg/day と報告され、sunitinib 耐性
マウスモデルを作製した別の報告では 25mg/kg/day としており本検討でも同様の投薬量と
して設定した 23), 26), 27)。 
マウスは 3 群（各群 N=5）作成し、A 群は 786-P を皮下移植し sunitinib の経口投与を行わ
ない群、B 群は 786-P を皮下移植し sunitinib の経口投与を行う群、C 群は 786-R を皮下移植
し sunitinib の経口投与を行う群とした。腫瘍移植後、腫瘍体積が 62.5mm3（腫瘍径が 5mm
以上に可視化）を超えた時点から A群は 6 週間観察、B 及び C 群は 2 週間経過後から sunitinib










5%CO2、37℃で培養。Group 3 と group 4 は 10 cm dish に 2x105cell/dish 播種し 5%CO2、37℃
で培養。24 時間後に培養上清を除去し、DMSO、もしくは sunitinib を 5µM 濃度で混合した
培地を添加。添加後 48 時間培養後に細胞を D-PBS で 2 回 wash 後にスクレイパーで回収。
細胞ペレットの状態で測定まで－80℃で保存した。 
Group 1 と group 2 においては、細胞ペレットに内部標準物質（IS） 100µl と 50% acetonitrile 
100µl を添加しボルテックス施行後、超音波振動機にて細胞破砕を 10 分間施行した。遠心機
にて 3,000 rpm、4℃、5 分間後、上清を 100µl ずつ 1.5ml PP チューブ（Lot; 509-GRD-Q, Fisher 
Scientific）へ移した。遠心エバポレーターを 1 時間行い、乾固のあと group 1 は 50µl water
で再溶解、group 2 は 75% acetonitrile で再溶解した。Group 3 は細胞ペレットに IS 25µl、water 
200µl、acetonitrile 1ml 添加しボルテックス施行後、超音波振動機にて細胞破砕を 10 分間施
行した。遠心機にて 15,000 x g、 4℃、5 分間遠心後、上清を 1.5ml PP チューブへ移し遠心
エバポレーターを用いて乾固し water 20µl で再溶解し測定に使用した。Group 4 は細胞ペレ
ットに 50% acetonitrile 140µl、IS 10µl、water 175µl、acetonitrile 175µl 添加し混合した。ボル
テックス施行後、超音波振動機にて細胞破砕を10分間施行した。遠心機にて15,000 x g、 4℃、
5 分間後、上清を 1.5ml PP チューブへ移し 50µl を測定用に使用した。得られた細胞内代謝
物濃度はそれぞれ細胞数カウントを行い 10,000 cell あたりの濃度を算出した。細胞は
triplicate で培養し、測定回数 3 回行い平均の代謝物濃度を算出した。 
 





5x104 個の細胞を通常培地とともに 6 well plate に播種し、コンフルエントになるまで
5%CO2、37℃でインキュベートした。 1ml ピペットチップを使用して直線状に引っ掻き、
培養細胞を剥離した。 RPMI 1640 培地を DMSO または sunitinib 5µM との混合培地として交
換。 24 時間および 48 時間のインキュベーションの後、スクラッチ領域に遊走した細胞に
よって占められた領域を倒立顕微鏡（Axivort 25, Carl Zeiss, Germany）に設置されたデジタ
ルカメラ（Nikon E995, Nikon, Tokyo）で撮影。 Image J software （National Institutes of Health, 
USA）で面積領域を測定した。 スクラッチ領域に対する遊走面積の比をグラフにした。全
ての実験を triplicate で行い 3 回繰り返した。 
 
（９） Two-chamber assay 
24 well plate 細胞培養インサート（8µm 孔径）を有する Transwell 3422 （Corning, NY）を
用いて測定した。5x104個の細胞を、sunitinib 5µM を含む無血清培地中の上室のインサート
内に播種した。 下室のウェルには、10% FBS を含む RPMI 1640 培地を静置した。5% CO2 イ
ンキュベーターで 37℃、24 時間培養後、綿棒でフィルター上面の細胞を拭い取り、インサ
ートの底部が浸るように 70%エタノールを加え室温で 30 分間固定し固定液を除去した後、








Western ブロット解析の前処理として sunitinib を曝露しない細胞群では 10% FBS を含む
RPMI 1640 培地で 72 時間の培養を行い、sunitinib を曝露する細胞群では 10% FBS を含む
RPMI 1640 培地で 24 時間培養後、同培地に sunitinib 5µM に調整した混合培地に入れ替え
て 48 時間曝露した。各細胞に対し 24 時間のスターベーション処理（FBS を添加しない RPMI
培地で培養）を行ったのちにリン酸化刺激を行った。MET リン酸化の刺激として hepatocyte 
growth factor（HGF）を Peprotech（Shanghai, China）から購入した。HGF によるリン酸化刺激
は 40ng/ml で 10 分間行った。Akt リン酸化の刺激として 10% FBS を培地に混合し 10 分間行
った。Anti-Akt （pan, rabbit IgG）、phospho-Akt（rabbit IgG,Ser 473）、anti-MET （rabbit IgG）、
phospho-MET （rabbit IgG, Tyr 1234/1235）、anti-GAPDH は Cell Signaling Technology (Danvers, 
MA)から購入した。Phospho-Akt、 anti-GAPDH抗体は 0.1% Tween 含有TBS (T-TBS)で1/2,000
に希釈した。他は 0.1% Tween 含有 TBS (T-TBS) で 1/1,000 に希釈した 
 
（１１） Western blot analysis 
細胞を D-PBS （Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan） で 2 回洗浄後の氷冷し
た radioimmunoprecipitation (RIPA) lysis buffer system （Santa Cruz Biotechnology , Dallas, TX, 
USA）を加えスクレイパーで細胞を回収し、氷冷した状態で超音波処理を行った。処理後、
10,000 x g、15 分、4℃で遠心を行い、上清を解析に用いた。上清のタンパク量は pierce BCA 
protein assay kit （Thermo Scientific, Rockford, IL）を用いて測定し、各サンプルあたり 20µg





β-mercaptoethanol （Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan） で混合した sample 
buffer に溶解、95℃で 5 分間熱処理し、SDS-PAGE に用いた。泳動後、分離したタンパク
は TRANS-Blot® Turbo™ System （ Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA ）を用いて 
polyvinylidene difluoride （PVDF） 膜（Hybond-P PVDF, Amersham Biosciences, Little Chalfont, 
UK） へ転写した。PVDF 膜は 0.1% Tween 含有 TBS(T-TBS)で希釈した 1% albumin from 
bovine serum（BSA, Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan）を用いて 60 分ブロッキ
ングした後、0.1% T-TBS で 5 分間ｘ2 回洗浄し PVDF 膜を 4℃、12 時間以上振とうして一
次抗体と反応させた。反応後、PVDF 膜を 0.1% T-TBS で 10 分間 x3 回洗浄後 goat anti-mouse 
IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugate （Life Technologies, Inc., Eugene, OR）もしくは goat 
anti-rabbit IgG (H+L), horseradish peroxidase conjugate （Life Technologies, Inc., Eugene, OR）を
二次抗体として 0.1% T-TBSで 1/2,000に希釈し室温で 60分振とうし PVDF膜と反応させた。
0.1% T-TBS で 10 分間 x3 回洗浄後、Clarity™Western ECL Substrate （Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA）を反応させた。発光反応を ChemiDoc™ MP Imaging System （Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA）で検出し、ImageLab software version 4.1（Bio-Rad Laboratories, 










組織の検討における同定されたピークは、多変量解析のために EZ info ソフトウェア
（Waters corp., Milford）にインポートし、それらの相対ピーク値を主成分分析（PCA）お
よび部分最小二乗判別分析（OPLS−DA）により評価し、癌部（T）および非癌部（NT）の
得られた代謝変化を比較した。Wilcoxon 順位和検定を計算し、ANOVA 値（p）は Progenesis 
QI を用いて計算した。腫瘍体積と代謝物の相関関係の検定はピアソンの相関係数の検定を




スティック回帰分析のための変数選択は JMP Pro 14 （SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）
による stepwise 法を用い、選択された変数の多重共線性は VIF 値によって評価した。ROC
曲線分析を使用してその AUC、感度、特異度に基づき得られた回帰モデルの診断性能を評
価した。そのほかの統計解析は GraphPad Prism software（version 7.0; GraphPad 










A.  グローバルメタボロミクスによる腎癌組織における病態を反映する代謝物の同定 
（１）組織の検討における患者背景 
病理にて淡明型腎細胞癌 と診断された腎癌患者 20 人を対象とした。男女比は 15：5 で
年齢中央値は 66 歳（33-83）であった。根治的腎摘除術が 16 例で腎部分切除が 4 例で施行
され、各検体の癌部(T)と非癌部 (NT)を摘出した。Clinical T stage は cT1a (n=5)、cT1b 




20 人の腎癌患者検体から得られた癌部（T, n=20）と非癌部（NT, n=20）を LC-FTMS、
LC-QTOF/MS にて測定し 1947 種の代謝物を同定した。PCA、OPLS-DA にて 2 群間の代
謝物の多変量解析による比較を行い、癌部で上昇する代謝物と非癌部で上昇する代謝物を判
別し、S-plot にて T で上昇する代謝物、低下する代謝物を可視化した。その結果 T で上昇
する 184 代謝物と NT で上昇する 283 代謝物を同定した。これらの代謝物はさらに m/z 及
び構造式、M/S error、アダクトイオンを個々に確認し生体由来以外の代謝物を除いた。そ
うしたところ T で上昇する 58 代謝物と NT で上昇する 87 代謝物を同定した。T 及び NT
で上昇する代謝物の感度、特異度から ROC 曲線を作成し、AUC を求めた。その結果 T で





34 代謝物において glycerophospholipid 経路 （PE(42:6)、glycerylphosphorylethanolamine、
PC(40:2)、PG(38:2) 、glyceraldehyde 3-phosphate、 PE(31:0)）に属する 6 代謝物（17.6%）
が最も割合が高かった。次いで glutathione 経路（ophthalmic acid、L-cysteinylglycine 
disulfide、glutathione、cysteineglutathione disulfide、S-lactoylglutathione）の 5 代謝物
（14.7%）が高かった。Glycoglycerolipid、glycolysis（解糖系）、carnitine 経路、tryptophan
経路、tocopherol 経路において AUC が高かった。34 代謝物を代謝経路毎に分類し、頻度
が高いものから順にその内訳を図 3 に示した。 
 
（３）癌部で上昇する代謝物と臨床病理学的因子との関連 
T で上昇する 58 代謝物において腫瘍体積と代謝物の相関を解析した。その結果 glucose 
1-phosphate、fructose 6-phosphate、S-lactoylglutathione、3-methoxybenzenepropanoic 
acid、saccharic acid、sedoheptulose 7-phosphate、2-oxoglutaric acid、myoinositol、lactic 
acid の 9 代謝物において腫瘍体積と相関がみられた（r>0.5、p <0.01）。このうち 8 代謝物
が解糖系や TCA cycle の代謝物及び近傍の中間代謝物であった。また、早期診断に有用な代
謝経路を同定する目的で T にて上昇する代謝物において腫瘍体積が小さな初期の段階から
代謝物濃度が上昇し、かつ腫瘍体積と相関関係がほぼない代謝物を探索した。その結果 6
代謝物（thymidine glycol、glutathione、 maltotriose、maltotetraose、ophthalmic acid、






階から上昇する代謝物の代謝経路における位置を示す（図 4A, B）。T で上昇する 58 代謝
物において pathological T stage（pT1 vs pT3）、Fuhrman grade (Low vs High)、clinical 
M stage (cM0 vs cM1)、coagulation necrosis の有無の臨床病理学的 4 項目についても解析





なる代謝経路なのかを明確にするため、T で上昇する 58 代謝物に関して癌診断能が高い
AUC 0.8 超の群（Group A , n=34）と AUC 0.8 以下（Group B, n=24）にわけ、臨床病
理悪性度と有意差がある代謝物と項目数について検討した（表 2）。Group A と Group B
の代謝経路を比較すると、高い診断能及び悪性度評価に共通して有用である代謝経路は
glycolysis (解糖系)、tryptophan 経路、glutathione 経路であった。一方、Group B にお
いて高い診断能を有しないが悪性度評価に特徴的な 3 つの代謝経路（TCA cycle、inositol
経路、nucleotide sugar 経路）を同定した。Group A において臨床病理悪性度と有意差があ
ったのは 34 代謝物中の 9 代謝物（26.5%）であり、検討した項目数では 170 項目中の 13
項目（7.6%）に有意差がみられた。それに対し、Group B においては臨床病理悪性度と有










B.  ヒト尿検体における同定代謝物の臨床応用の可能性 
（１）患者背景 
87 人の淡明腎細胞癌患者の平均年齢は 63.3 歳（28-85 歳）で、男女比は 70：17 であっ
た。根治的腎摘除術が 54 人、腎部分切除が 33 人で施行された。Stage III 以上の CKD 患
者は 28 人（32.6％）であった。cT stage、pT stage、Fuhrman grade、cM や coagulation 
necrosis などの臨床病理学的因子については表 3 に記す。コントロール群は ccRCC 群と年
齢と性差をマッチさせたところ、この群の Charlson Comorbidity Index（CCI）、eGFR、
BMI は有意差を認めなかったが、全身状態をスコア化した Karnofsky PS は ccRCC 群より
良好であった（p = 0.012)。 
 
（２） ccRCC 群とコントロール群の尿中代謝物濃度の比較 
腎癌組織の検討から得られた重要な 47 代謝物のうち 33 の代謝物が尿中で定量的に測定
可能であった。この 33 の代謝物のうち 14 代謝物の代謝濃度レベルが、ccRCC 群で有意に
上昇していた（p<0.05、表 4）。 ccRCC 群において Bonferroni 補正を行った lactate、





L-kinurenine と picolinic acid の尿中代謝物濃度レベルは対照群よりも有意に高かった。 
次に、14 代謝物の線形単回帰分析を行い、それらの曲線下面積（AUC）、感度、および特異
度の値を評価した（表 5）。 D-sedoheptulose 7-phosphate は、AUC>0.8 を示した。 
 
（３） 代謝物による臨床病理学的因子の層別化 
ccRCC 群において 33 代謝物と臨床病理学的因子との関連を同定するために、pathological 
T stage (pT1 vs. pT3), clinical M stage (cM0 vs. cM1), Fuhrman grade (high vs. low) と
coagulation necrosis (absence vs presence)を解析した。その結果 butyrylcarnitine は pT3
で有意に上昇し (p=0.008)、 L-kinurenine は cM1 で上昇した (p=0.009)。3 代謝物 
(L-kinurenine、 butyrylcarnitine、3-methoxybenzopropanic acid)は Fuhrman grade high 
と相関し(p<0.05, respectively)、glutathione と lactate は coagulation necrosis と関連し
た (p<0.05, respectively).  
 
（４） ccRCC 予測モデルの構築 
これらの結果に基づき、癌診断とステージ進行の予測精度をさらに向上させる目的で 33
代謝物を stepwise法に供し多重ロジスティック回帰分析にて ccRCC診断モデルを構築した。 
Stepwise 法から 5 つの代謝物（ lactate、  2-hydroxyglutarate、  D-sedoheptulose 
7-phosphate、myoinositol、glutamic acid）を多重ロジスティック回帰モデルの変数とし





このモデルの AUC、感度、特異度の値は、それぞれ 0.966、93.1％、および 95.0％であっ
た。  更に同じ解析法で臨床病期Ⅲ /Ⅳを予測するモデルを評価した。4 つの代謝物
（L-kinurenine、L-glutamine、fructose 6-phosphate、butyrylcarnitine）が変数として選





手術前の ccRCC 群で診断モデルとして選択された 5 つの代謝物が手術後に尿中代謝物濃
度が減少するかどうかを確認するために、手術前後の検体が比較可能な 20 人の患者の尿サ




（１）Cell line における sunitinib の増殖阻害作用の比較 
786-O、ACHN、Caki-1 細胞株に対する sunitinib の増殖阻害効果を評価するため WST 
assay を行いそれぞれの 50%細胞増殖阻害濃度（IC50）を比較した。IC50 値はそれぞれ
786-O：4.6µM（95%信頼区間 1.1-18.4）、ACHN：1.9µM（95%信頼区間 0.75 -5.9）、Caki-1：






786-O のみであった。そこで、786-O を以後の検討に用いた。 
 
（２）In vitro における sunitinib 耐性 786-O 細胞株（786-R）の樹立と sunitinib 耐性の検
討 
786-O を sunitinib 10µM 混合培地で 20 継代以上行い、sunitinib 耐性 786-O 細胞株
（786-R: resistance）を in vitro で樹立した。親株の 786-P （parental）と耐性株 786-R
の sunitinib に対する感受性を比較するため WST assay を行った。IC50 値は 786-P: 5.2 µM 
(95%信頼区間 3.4-7.8)、786-R: 22.6 µM (95%信頼区間 15.5-36.1)であり、786-R は約 4 倍
の薬剤耐性を示した（図 10a）。次いで増殖能の比較のため 786-Pと 786-R を sunitinib 5 µM
曝露下で培養した。Sunitinib 曝露後 72 時間と 96 時間の時点で 786-R の有意な増殖能の亢
進を認めた（図 10b）。 
 
（３） In vivo における sunitinib 耐性細胞株の増殖に対する sunitinib の影響 
ヌードマウス皮下に 786-P 及び 786-R を異種移植し、sunitinib 投与が腫瘍体積に与える影
響を比較した。786-P を移植し sunitinib を投与しない群を A 群：P/‐、786-P を移植し
sunitinib を投与する群を B 群：P/＋、786-R を移植し sunitinib を投与する群を C 群：R/
＋とし 3 群を作製した（図 11a）。B 群と C 群の腫瘍体積差は sunitinib 投与 15 日目から有








（４） Sunitinib 曝露下における sunitinib 耐性細胞の遊走能、浸潤能の検討 
In vivo から得られた B 群（P/＋）と C 群（R/＋）の皮下腫瘍の初代培養細胞を sunitinib
曝露の有無で遊走能と浸潤能の比較を行った。Wound healing assay において sunitinib を
曝露しない状態では B 群（P/＋）と C 群（R/＋）に遊走細胞面積の差は認めなかった。一
方、sunitinib 曝露下において、B 群（P/＋）と比較し C 群（R/＋）において有意に遊走面
積の上昇を認め（p =0.003）、sunitinib 曝露下での耐性細胞の遊走能亢進を認めた。
Two-chamber assay では sunitinib を曝露しない状態では B 群（P/＋）と C 群（R/＋）に
浸潤細胞数の差は認めなかった。一方、sunitinib 曝露下においては B 群で平均 121.1±6.4
個/視野、C 群（R/＋）で平均 363±14.5 個/視野の細胞浸潤を認め、C 群（R/＋）で有意に
浸潤能の亢進を認めた（図 12、p <0.001）。 
 
（５） Sunitinib 耐性培養細胞におけるシグナル伝達系の活性化様式の比較 
In vivo から得られた 3 群の初代培養細胞を sunitinib 存在下及び非存在下におけるシグナ
ル伝達系（Akt、MET）の活性化の変化を western ブロット法にて検討した。Sunitinib 非
存在下では Akt、MET のリン酸化を 3 群において確認した。Sunitinib 存在下における MET





認し（p =0.043）、B 群（P/＋）と C 群（R/＋）との比較では、C 群（R/＋）でリン酸化が
亢進している傾向を示した（p =0.064）。Sunitinib 存在下における Akt のリン酸化は A 群




In vivo から得られた B 群（P/＋）と C 群（R/＋）の皮下腫瘍の初代培養細胞を sunitinib
曝露下で代謝物の比較を行い、C 群（R/＋）で活性化している代謝物の同定を行った。安定
して繰り返し検出可能だったのは 25 代謝物であった。その定量測定系において sunitinib
曝露下で B 群（P/＋）と C 群（R/＋）の各代謝物の平均の Student’s t-検定から C 群（R/
＋）で有意に上昇していた代謝物は 11 代謝物であり、いずれも B 群（P/＋）と比較し 2 倍
以上の上昇であった。それらの代謝物では glutamine と glutamic acid の上昇、TCA cycle
内の 2-oxoglutaric acid の上昇、解糖系及びその中間代謝物の上昇（fructose 6- phosohate、
D-sedoheptulose 7-phosphate、glucose 1-phosphate）、抗酸化作用有する glutathione と

















事で sunitinib 耐性獲得に関連する代謝物及び代謝経路を明らかにした。 
 腎癌組織を用いた網羅的解析において癌診断能を有する代謝物および代謝経路と悪性度
評価に有用な代謝物および代謝経路は区別化でき glutathione 経路、tryptophan 経路、
glycolysis（解糖系）は診断能及び悪性度評価の両者で重要な代謝経路であることを示した。
Glycerophospholipid、carnitine 経路、tocopherol 経路、glycoglycerolipid は癌診断に重要





















には TCA cycle に取り込まれエネルギー産生に使用される。低酸素状態では hypoxia 
inducible factor-1α（HIF-1α）は乳酸脱水素酵素の上昇を誘導し、エネルギー産生の場を
ピルビン酸から乳酸産生に切り替える 30)。癌代謝は有酸素状態においてもこの乳酸産生を
伴う好気性解糖が亢進しており Warburg 効果として知られている。VHL の変異が多くみら
れる腎癌において、HIF-1αの上昇を誘導され、HIF-1αはグルコーストランスポーターで
ある GLUT-1 の発現上昇に関連する 31)。 


















ophthalmic acid も腫瘍体積の小さい段階での上昇が認められた。Glutathione は前駆体で

























している 44)。我々の検討において、CKD ステージ 3 以上の症例はそれぞれ ccRCC 群が










と代謝物との関連について、本検討では VHL 遺伝子が欠失している腎癌細胞株 786-O を用








遊走能および浸潤能が亢進しており、Western ブロットでは Akt と MET のリン酸化が抑制
されないことを明らかにした。Akt シグナルのリン酸化は glucose transporter (GLUT1)に
作用しグルコー スの取り込みを 促し、解糖系を 制御する hexokinase-2 や
phosphofructokinase-2 の活性化に関連している 48), 49)。また、腫瘍細胞に発現する分子と
してMETやAXLが腎癌における sunitinib耐性細胞の治療標的となることが報告されてい
る 27)。METはチロシンキナーゼの受容体タンパクで遺伝子変異や遺伝子増幅の活性を促し、






を引き起こすシグナル経路を介し癌の浸潤能が亢進されるとされる 27), 52), 53)。我々はこのシ
グナル伝達が sunitinib 耐性腎癌細胞の代謝物に与える影響を明らかにした。 
本研究において glutamine の代謝は、sunitinib 耐性を獲得することでさらに亢進する代
謝経路であることが示され、耐性克服の鍵となる可能性がある。Glutamine は代謝酵素で
ある glutaminase により glutamic acid に代謝されて核酸や脂質の合成に利用され、エネル
ギー産生に関与するだけでなく、抗酸化作用を有する glutathione の前駆体となる 54), 55)。
本研究で樹立した sunitinib 耐性細胞において glutamine、glutamic acid が上昇し TCA 
cycle 内の 2-oxoglutaric acid を経由する経路の亢進が認められた。癌細胞代謝において非
必須アミノ酸である glutamine は glutamine transporters of the solute carrier (SLC)、特
に癌細胞では SLC1A5 の発現が亢進し細胞内に取り込まれる 54)。この glutamine 経路が治
療標的となり得ることが報告され、glutamine を glutamic acid に変換する glutaminase を
阻害することで癌細胞増殖の阻害し、さらに glutamic acid から合成される glutathione の
低下が活性酸素種を上昇させることで癌細胞をアポトーシスに誘導するという報告がある
56)。従って glutamine の経路の制御が sunitinib 耐性細胞における新たな治療標的となり得
ると考えた。 







15 に示す。Akt と MET のリン酸化は複数の代謝経路に影響し、sunitinib 耐性獲得に寄与
しているものと推察する。この耐性獲得機構は細胞の遺伝子発現の制御により恒久的な耐性
を獲得しているか、または一時的な耐性獲得であるかは過去の報告も含め明らかではない。
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表 1. 組織の検討における患者背景 
 Number (%) 
Male sex 15 (75%) 
Female sex 5 (25%) 
Age (years, median) 66 (33-83) 
Type of surgery 
 
  Radical nephrectomy 16 (80%) 
  Partial nephrectomy 4 (20%) 
Clinical T Stage 
 
 T1a 5 (25%) 
 T1b 6 (30%) 
 T2a 3 (15%) 
 T2b 0 (0%) 
 T3a 5 (25%) 
 T3b 1 (5%) 
Clinical N Stage  
 N0 20 (100%) 
 N1 0 
Clinical M Stage 
 
 M0 16 (80%) 
 M1 4 (20%) 
Pathological T Stage 
 
 T1a 6 (30%) 
 T1b 3 (15%) 
 T2a 0 
 T2b 0 
 T3a 11 (55%) 
 T3b 0 
Fuhrman grade 
 
 Low (G1, G2) 13 (65%) 
  High (G3, G4) 7 (35%) 
Coagulation necrosis 
 
  + 5 (25%) 








































clear cell RCC Control p Value
No. pts 87 60
No.Gender(%) 0.3343
 Male 71 (81.6%) 45(75.0%)
 Female 16 (18.4%) 15 (25.0%)
Mean ± SD age 63.3 ± 11.2 63.4 ± 9.1 0.97
No. Karnofsky PS (%) 0.0121
100 63(72.4%) 54(90%)
90 16(18.4%) 6(10%)
  ≤80 8(9.2%) 0




  ≥3 6(6.9%) 2(3.3%)
No. eGFR (%) 0.209
  >60 59(67.8%) 34(56.7%)
  15-60 26(29.8%) 21(34.0%)
  <15 2(2.3%) 0
  Unknown 0 5(8.3%)
No. BMI (%) 0.2186
  <18.5 6(6.9%) 2(3.3%)
  18.5-25 41(47.1%) 37(61.7%)
  >25 40(46.0%) 21(35.0%)
No.Type of surgery
  Radical nephrectomy 54(62.1%)
  Partial nephrectomy 33(37.9%)




    T4 3(3.4%)
No. Clinical N Stage (%)
　N0 82(94.3%)
　N1 2(2.3%)
    N2 3(3.4%)
No. Clinical M Stage (%)
　M0 76(87.4%)
　M1 11(12.6%)
No. Clinical Stage (%)









   Low (G1,G2) 58 (66.7%)
   High (G3,G4) 8 (9.2%)
   Unkown 21(24.1%)
No.Coagulation necrosis (%)
   Presence 24 (27.6%)
   Absence 44(50.6%)
   Unkown 19(21.8%)






表 4. ccRCC 群とコントロール群の尿中代謝物濃度の比較 
 
Metabolite AUC Sensitivity (%) Specificity (%) Cut off 
D-Sedoheptulose 7-phosphate 0.85 74.71 81.7 2.2454 
Lactic acid 0.78 77.01 75 27.991 
Myoinositol  0.78 66.7 81.7 8.78 
L-Kynurenine 0.74 64.4 80.0 0.056 
Picolinic acid 0.72 85.1 53.3 0.011 
Succinic acid  0.72 52.9 83.3 0.10 
2-Hydroxyglutarate 0.69 46.0 95.0 324.08 
Nicotinic acid 0.68 88.5 45.0 0.001 
GSH 0.68 85.06 51.6 0.122 
L-Tryptophan 0.66 51.7 80.0 0.472 
Phosphorylcholine 0.65 75.9 50.0 0.23 
α-D-Glucose 1-Phosphate  0.64 57.5 44.4 0.17 
D-Fructose 6-phosphatese  0.64 64.4 61.7 0.16 
L-Glutamine 0.45 40.2 93.3 1076.49 
 
 
  ccRCC Control Fold change p-value 
  Mean S.D. Mean S.D. (ccRCC/Control) 
 
GSH 0.829 1.423 0.383 0.513 2.16 0.022 
Lactic acid 75.868 216.226 26.818 25.148 2.83 0.083 
2-Hydroxyglutarate 357.708 282.563 179.212 116.500 2.00 <.0001 
Succinic acid  0.148 0.222 0.050 0.069 2.95 0.001 
Phosphorylcholine 0.509 0.446 0.345 0.316 1.47 0.015 
L-Glutamine 1268.288 2287.576 612.262 321.841 2.07 0.029 
D-Fructose 6-phosphatese  0.402 0.594 0.207 0.317 1.94 0.022 
Myoinositol  23.728 35.035 6.183 5.706 3.84 <.0001 
α-D-Glucose 1-Phosphate  0.423 0.656 0.167 0.256 2.53 0.005 
D-Sedoheptulose 7-phosphate 30.579 53.053 4.001 18.699 7.64 <.0001 
L-Tryptophan 0.618 0.754 0.337 0.285 1.83 0.008 
L-Kynurenine 0.100 0.090 0.042 0.026 2.38 <.0001 
Picolinic acid 0.034 0.029 0.017 0.019 2.08 <.0001 
Nicotinic acid 0.005 0.005 0.003 0.004 1.63 0.014 
































A. Glycolysis (解糖系)とTCA cycleにおいて癌部で上昇する代謝物を代謝マップにおいて赤
で示す。同様にglutathione経路で上昇する代謝物を紫で示す。 
B. 腫 瘍 体 積 と 相 関 の あ る 9 代 謝 物 の う ち 8 代 謝 物  (a. Glucose-1-phosphate, b. 
Fluctose-6-phosphate, c. Lactate, d. S-Lactorylglutathione e. 2-oxoglutaric acid f. 
Sedoheptulose-7-phosphate, g. Myoinositol, h. Saccharic acid) はGlycolysis、TCA cycleとその近
傍の中間代謝物であった（灰色背景 r>0.5, p<0.05)。Glucose-1-phosphateから代謝される2代





Pathological T stage、Fuhrman grade(核異形度)、遠隔転移の有無、coagulation necrosis の有無
毎にこれらの予後と関わる因子と代謝物との関連を示す。pT3 において 13 代謝物が pT1 よ
りも有意に上昇していた。6 代謝物が Fuhrman grade の high grade で有意に上昇していた。遠














a. 黒い line は癌診断に関する ROC 曲線である。多重ロジスティック回帰分析で得られた
AUC、感度、特異度はそれぞれ 0.966,、93.1%、95.0%であった。それぞれの変数に対する
coefficients、S.E.、p-value、VIF 値を下の表に示す。予測式をその下に示した。 
b. 黒い line は clinical stage Ⅲ/Ⅳに関する ROC 曲線である。多重ロジスティック回帰分析で
得られた AUC、感度、特異度はそれぞれ 0.837、88.5%、75.4.%であった。それぞれの変数









に取り込まれる glutamic acid、また TCA サイクルの中間代謝物である 2-HG が該当した。ス
テージ進行の予測には glycolysisに属する F6Pと、TCAサイクルに取り込まれる glutamine、




手術前、手術後（範囲 6-8 日）の両時点で尿検体が得られた 20 検体について paired-t 検定を
行った。癌診断モデルに選択された 5 つの変数の尿中代謝物の変化を示した。Myoinositol
を除いた 4 つの代謝物で術後に有意な代謝物濃度の減少がみられた (p<0.05, respectively)。 
 
図 10 
a. In vitro において作成した sunitinib 耐性 786-O 細胞株 (786-R) と親株である 786-P の
sunitinib の薬剤耐性を調べるため増殖阻害試験を行った。Sunitinib 7µM、10µM において有
意差を認め、IC50 値は 786-P: 5.2 µM (95%信頼区間 3.4-7.8)、786-R: 22.6 µM (95%信頼区間 
15.5-36.1) であり約 4 倍の薬剤耐性を示した。 
 
b. 増殖能の比較のため 786-P と 786-R を sunitinib 5µM 曝露下で培養した。Sunitinib 曝露後







a. 動物モデルは 3 群作成した。各群の腫瘍体積の比較において、sunitinib 投与 15 日目以降、
C 群は B 群に対して有意に腫瘍体積の増加を示した。 
b. Sunitinib 投与終了後に各群の腫瘍を摘出し、重量を計測した。A 群は B 群に対し有意に重




Wound healing assay において sunitinib 曝露下に 24 時間、48 時間毎の遊走面積を算出したと
ころ 48時間時点でC群（耐性/投与群）の遊走能亢進を認めた (p=0.003)。Two-chamber assay




Sunitinib 耐性初代培養細胞におけるシグナル伝達系の活性化様式の比較を Western ブロット
法で解析した。Sunitinib非存在下ではAkt、METのリン酸化は3群とも亢進していた。Sunitinib








In vivo から得られた B 群（P/＋）と C 群（R/＋）の摘出腫瘍の初代培養細胞を sunitinib 曝露
下で代謝物濃度の比較を行った。Sunitinib 耐性細胞で活性化している代謝物を同定するため、
B 群の代謝物濃度に対する C 群の代謝物濃度比（横軸）を算出し、値が大きいものから順に
棒グラフで示した（縦軸）。赤の棒グラフは sunitinib 曝露下での代謝物濃度比である。精密
定量測定系において、sunitinib 曝露下で B 群と C 群の各代謝物の平均の t-検定から C 群で有
意に上昇していたのは 11 代謝物であり、いずれも B 群と比較し 2 倍以上の上昇であった。
Glutamine と glutamic acid の上昇、TCA cycle 内の 2-oxoglutaric acid の上昇は glutamine が TCA 
cycle に取り込まれる経路を示し（黄色）、解糖系及びその中間代謝物の上昇（fructose 6- 
phosphate、D-sedoheptulose 7-phosphate、glucose 1-phosphate：橙色）、抗酸化作用有
する glutathione と myoinositol の上昇（緑色）が同定された。 
 
図 15 
Sunitinib 耐性腎癌において、MET や Akt のリン酸化がもたらす癌代謝への影響は、解糖系











XIII.   実験 
実験プロトコール 1.  組織の検討における質量分析法 
（１）Quality control（QC） samples の準備と解析 
 20 検体から得られた癌部抽出液および非癌部抽出液 8µl を収集した。これらをすべて加え
混合溶液（計 320µl）とし、1.5 mL チューブ中で同容量の 0.1％formic acid (FA) /water と混合
した。その内 250μl を study quality control（SQC）として用いた。 残った混合液から、以下
のように 0.1％FA を含む 50％メタノールで希釈することで dilution quality controls（dQC）を
調製し、それぞれ、2 倍希釈（d2QC）、4 倍（d4QC）、8 倍（d8QC）および 16 倍（d16QC）
とした。分析系を安定化させるため、バッチ分析の開始時には、SQC を 10 回連続で注入し
た。その後、サンプルを分析したが、その際、SQC を 8 つのサンプル分析ごと（2 時間）に
注入した。 dQC は一連の解析の最後に d16QC、d8QC、d4QC、d2QC および SQC の順で各
濃度を 3 回ずつ注入した。 さらに、UHPLC-QTOF / MS および LC-FTMS にはそれぞれ 4 お
よび 3μL のサンプル量を用いた。 
 
（２）Tumor samples (T) と Non-tumor samples (NT)の前処理 
測定対象となる癌部及び非癌部の上清 35μl を等量の 0.1％FA/water に混合し、次いで PTFE
オートサンプラーバイアル（Lot：103051252、GL-Science®）に移した。 
 





UHPLC-QTOF / MS 分析には、Waters Synapt G2-Si QTOF MS（Waters Corp., MA）と Acquity TM 
Ultra Performance LC I クラスシステム（Waters Corp., MA）を接続して用いた。キャピラリ
ー電圧は、ポジティブイオンモードとネガティブイオンの両モードで 1.5kV であり、コーン
電圧は 10V とした。イオン源温度は、50L/h のコーンガス流速、120℃に設定し、 脱溶媒ガ
ス温度は 500℃、噴霧ガス流量は 1200L/h であった。高分解能（50,000）モードで動作し、
0.1 秒の走査時間で 50−1200 の m / z 範囲にわたってデータを収集するように設定した。全て
の質量スペクトルは MSe モードで取得され、6−35eV でのフラグメントデータを取得した。
ロイシン−エンケファリン（pos: m/z 554.2615、neg: m/z 554.2615）をロックマスとして使用
した。MassLynx v4.1 ソフトウェア（Waters Corp., MA）を用いてデータを収集した。 溶媒 A
（0.01％FA/water）と溶媒 B（0.01％FA/acetonitrile）を 400μL/ min で送液し、逆相（C18）カ
ラム（Acquity HSS T3; 150mm×2.1mm, 1.8μm, Waters Corp., MA）を用いてグラジエント LC
分離を行った。初期条件は 1.0％B に設定した。溶媒勾配は 1.0％B を 1 分間、次に直線的に
99％B を 1~8 分間、次いで 85％B を 5 分間かけた。 続いて、移動相を直ちに初期条件に戻
し、2 分間維持し、次の分析のために平衡化した。 オーブン温度は 40℃とした。LC−FTMS
システムには、Ultimate 3000（Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA）、および Heated ESI-II
（HESI-II）イオン源を装着した Q Exactive Orbitrap MS（Thermo Fisher Scientific）を用いた。
Pos 及び neg モードの HESI-II スプレー電圧は、それぞれ 3.5 および 2.5kV であり、加熱キ
ャピラリー温度は 250℃で、シースガス圧力は 50psi、補助ガス設定は 10psi、加熱気化器温





ンスキャンは、MS データ依存型（dd）-MS2 モードで取得した。 MS スキャンは、分解能
70,000、auto gain control target 1×106、スキャン時間 100ms、m/z 範囲 70〜1050 で取得した。
5 ppm の質量許容誤差で分析した。dd-MS2 スキャンは、分解能 17,500、スキャン時間 50ms
で行った。Xcalibur 2.2 SP1.48 ソフトウェア（Thermo Fisher Scientific）でデータの収集を行
った。LC 分離は、溶媒 A（10mmol L-1重炭酸アンモニウム in Water、pH9.2）および溶媒 B
（acetonitrile）を用い、流速 300μLmin -1のグラジエント溶離を用いた。親水性相互作用クロ
マトグラフィー（HILIC）用のカラム（ZIC−pHILIC; 100mm×2.1mm i.d., 5μm, Sequant, 
Darmstadt, Germany）を用いた。初期条件は、95％B に設定し、0 分から 4 分まで 40％まで B
を直線的に減少させたのち、4 分から 6 分まで 5％B まで直線的に減少させた。その後、2






ため、Progenesis QI データ解析ソフトウェア（Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK）を用いて
解析した。C18 および HILIC アッセイの自動ピークピッキングの範囲は、それぞれ 0.5 から
13 分および 0.5 から 9 分とした。付加イオンはデコンボリューションによって統合したのち














温度 400℃、噴霧ガス流、2L /min、 乾燥ガス、3L /min、 加熱ガス流、17L/min である。 
 Group 1 の分析には、分析用カラムとして CAPCELL PAK ADME（2.1mm × 50mm, 2μm, 
Osaka Soda Co., Ltd., Osaka）を用いた。Water/FA（100:0.1, v/v）および acetonitrile の混合
物を 0.4ml/min の流速で移動相 A および B として使用した。グラジエントプログラムは以下
の通りであった：0-2.5 分; 1％B、 2.5-2.6 分;1-95％B、2.6-4 分;95％B、 4-4.1 分;95-1％B。
分析用に注入量は 3μL に設定した。 
Group 2 の分析には、CORTECS silica  (2.1 mm × 100 mm, 1.6 μm, Waters Corp., Milford, MA)
を親水性クロマトグラフカラムとして使用した。流速は 0.4ml / min に設定した。移動相は、





の混合物である。グラジエントプログラムは 0〜7 分; 95〜25％B、 7〜7.1 分;25〜5％B、 7.1
〜8 分; 5％B、 8〜8.1 分; 5〜95％B であった。分析用の注入量は 3μL に設定した。 
Group 3 の分析には、CAPCELL PAK ADME（2.1 mm × 150 mm, 3 μm, Osaka soda, Osaka, Japan）
を芳香族代謝産物のクロマトグラフ分離に使用した。流速は 0.2 mL/min に設定した。移動
相は、A として 0.2% アセチルアセトン/ 0.4% ギ酸水の混合物および B として 0.2% アセチ
ルアセトン/ 0.4% ギ酸の混合物であった。グラジエントプログラムは以下の通りであった： 
0〜3 分;0％B、 3〜3.2 分;0〜5％B、 3.2〜7 分;5％B、 7〜13 分;5〜60％B、13〜13.1 分;60
〜95％B、13.1-18 分;95％B、18〜18.1 分; 95〜0％B。分析用の注入量は 3μL に設定した。 
Group 4 の分析には、Inertsil ODS-3 (2.1 mm i.d. × 150mm, 5 μm, GL Science, Tokyo, Japan)をカ
ルニチン系測定用のカラムとした。移動相は、混合液 A（0.1% HFBA in water）および混合
液 B（0.1% HFBA in acetonitrile）から構成された。 移動相の流速は 0.2 ml/min に設定した。




Group 1 および 2 用の検量線作成のために、glutathione（還元型）、glutathione（酸化型）、
L-lactic acid、2-HG、glutamine、glutamic acid、phosphorylcholine、glycerophosphorylcholine、






D-saccharic acid、N-hexanoylglycine（10mM）を混合し、acetonitrile /water（50:50, v/v）で 100nM、
300nM、1μM、3μM、10μM、30μM、100µM に希釈した。内部標準（IS）溶液混合液 1（IS




2-ketoglutaric acid-13C1 、 fructose 6-phosphate-13C6 、 D-galactose-2H 、  myoinositol-2H6 、 
N-hexanoylglycine-2H11、sn-glycero-3-phosphocholine-2H9、N-hexanoylglycine は Toronto Research 
Chemicals (Toronto, Canada)から購入した。Succinic acid、D-glucose 1-phosphate、D-fructose 
6-phosphate、D-galactose、myoinositol は Nakalai Tesque (Kyoto, Japan)から購入した。
2-hydroxyglutaric acid (2-HG)、L-lactic acid、ophthalmic acid、S-lactoylglutathione、D-sedoheptulose 
7-phosphate 、 phosphorylcholine 、 glycerophosphorylcholine 、 D-saccharic acid 、 
phosphorylcholine-2H9 、gluthathione-[13C2, 15N] は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) から購入した。 
Glutathione (reduced form)、glutathione (oxidized form)、 glutamine、glutamic acid は FUJIFILM 
Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan) から購 入し た 。 2-oxoglutaric acid 、
3-methoxybenzenepropanoic acid はそれぞれ Tokyo Chemical Industry Co. (Tokyo, Japan) と Ark 
Pharma (Arlington Heights, IL) から購入した。 Glutamine-2H5、Glutamic acid-2H5 は Cambridge 
isotope laboratories (Tewksbury, MA) から購入した。 Lactate-2H3は CDN-isotope (Montreal, 





Japan) から購入した。 Succinic acid-2,2,3,3-2H4 は Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas)
から購入した。 
Tryptophan系の測定であるGroup 3用の検量線作成のためにそれぞれ100 mmol/lに調整してい
た標準物質のN-formylkynurenine、cinnabarinic acid、L-tryptophan、L-kynurenine、 xanthurenic 
acid、3-hydroxykynurenine、5-hydroxyanthranilic acid、picolinic acid、nicotinic acid、anthranilic 
acid、3-hydroxyanthranilic acid、quinolinic acid、indole-3-acetic acid、kynurenic acid、 
N-formylanthranilic acid を water で希釈し 100 nM, 300 nM, 1 µM, 3 µM, 10 µM, 30 µM、
100 µM の混合液に調整した。内部標準（IS）溶液混合液 3（IS 混合物 3）として tryptophan-2H5、








kynurenine-2H4 を water に溶解し 10µM 濃度に調整した。L-Tryptophan、anthranilic acid、 
picolinic acid 、indole-3-acetic acid は Nakalai Tesque (Kyoto, Japan) から購入した。 
L-Kynurenine、3-hydroxyanthranilic acid、kynurenic acid、N-formylanthranilic acid、cinnabarinic 
acid は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) から購入した。 Xanthurenic acid は MP Biomedicals 
(Santa Ana, CA) から購入した。 N-Formylkynurenine、kynurenic acid-2H5、 3-hydroxyanthranilic 
acid-2H3、picolinic acid-
2H3、quinolinic acid-
2H3 、xanthurenic acid-2H4 は Toronto Research 
Chemicals (Toronto, Canada) から購入した。Tryptophan-2H5 、indole-3-acetic acid-2H5は
CDN-isotope (Montreal, Canada) から購入した。 







palmitoylcarnitine、stearoylcarnitineはwater/acetonitrile（50: 50 , v/v）で 100 nM、300 nM、1 µM、
3 µM、10 µM、30 µM 、100 µMに調整した。内部標準（IS）溶液混合液4（IS混合物4）と
してDL-[2H9] carnitine hydrochloride、Hexanoyl-L-[2H3] carnitine、Stearoyl-L-[2H3]carnitineを
waterで溶解、混合し 10 μM濃度に調整した。L-CarnitineはWako (Osaka, Japan) から購入し
た。 Acetyl-L-carnitine hydrochlorideはEnzo Life Science (Farmingdale, NY) から購入した。 
Propionyl-L-carnitine、butyryl-L-carnitine、lauroyl-L-carnitine hydrochloride、stearoyl-L-carnitine 
はLarodan (Stockholm, Sweden)から購入した。Hexanoyl-DL-carnitine、octanoyl-DL-carnitine、 
decanoyl-DL-carnitine、myristoyl-DLcarnitine、palmitoyl-DL-carnitineはTocris Bioscience 
(Minneapolis, MN) から購入した。DL-[2H9] carnitine hydrochloride はToronto Research 
Chemicals (Toronto, Canada) から購入した。Hexanoyl-L-[2H3] carnitine 、stearoyl-L-[2H3] 
carnitine はCDN isotopes (Quebec, Canada)から購入した。 
  
 
